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Abstract 


DNA barcoding is a method of species identification using a short, standardized 
DNA fragment, the so-called DNA barcode. In entomology, barcoding is particu- 
larly useful for identifying eggs or larvae whose identification is otherwise difficult 
or even impossible, and for detecting and distinguishing cryptic species. Other 
applications include the rapid detection of newly introduced species of pests and 
parasites. However, the successful use of barcoding requires a genetic database 
built on reliably identified reference sequences. HAWLITSCHEK et al. (2017) pre- 
sented such a database for the Orthoptera of Central Europe, with a focus on 
Germany, Austria, and Switzerland. While all species of Ensifera can be unam- 
biguously identified to species level by barcoding, the success rate of 59.1% for 
Caelifera was below average. Ten species complexes sharing barcode clusters 
were detected, some of them comprising two genera (e.g., Chorthippus + Gom- 
phocerippus and Stenobothrus + Myrmeleotettix). Potential reasons are the 
young evolutionary age of the species and possibly horizontal gene flow between 
them. Thus, Orthoptera are an example for the often straightforward application 
of the DNA barcoding method as well as for related problems, which in turn may 
serve as starting points for future research. Finally, this publication reports the 
barcoding of 100% of German Orthoptera by the addition of the previously miss- 
ing species Ephippiger diurnus and Phaneroptera nana. 


Zusammenfassung 


DNA-Barcoding ist eine Methode zur Bestimmung von Arten anhand eines kur- 
zen, standardisierten Fragments ihrer DNA, des sogenannten Barcodes. Barco- 
ding ist im wissenschaftlichen Bereich besonders nützlich bei der Bestimmung 
schwer determinierbarer Eier- und Larvenstadien und der Entdeckung und Un- 
terscheidung kryptischer Arten. Die Methode kann z.B. ohne Spezialwissen zur 
raschen Erfassung neu eingeschleppter Arten von Schadlingen und Parasiten 
genutzt werden. Zum erfolgreichen Einsatz des Barcoding ist eine genetische 
Datenbank sicher bestimmter Referenzsequenzen unerlasslich. In der Arbeit von 
HAWLITSCHEK et al. (2017) wird eine solche Datensammlung für die Heuschre- 
ckenfauna Mitteleuropas mit Schwerpunkt Deutschland, Osterreich und Schweiz 
vorgestellt. Während alle Arten der Langfühlerschrecken durch die Barcoding- 
Methode eindeutig bestimmt werden konnten, waren bei Kurzfühlerschrecken nur 
59,1% der Arten unterscheidbar, was eine deutlich unterdurchschnittliche Er- 
folgsrate darstellt. So wurden zehn Komplexe gefunden, deren Arten denselben 
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Barcode-Clustern angehörten, z.T. über Gattungen hinweg (z.B. Chorthippus + 
Gomphocerippus und Stenobothrus + Myrmeleotettix). Als Ursachen kommen 
das vermutlich junge evolutionäre Alter der Arten und womöglich horizontaler 
Genfluss in Frage. Heuschrecken sind daher ein Beispiel sowohl für die oftmals 
unkomplizierte Anwendbarkeit der Barcoding-Methodik als auch für die damit 
verbundenen Probleme, die aber wiederum neue Forschungsansätze aufzeigen 
können. Darüber hinaus berichtet diese Publikation über das Barcoding von 
100% der in Deutschland vorkommenden Orthoptera durch das Hinzufügen der 
zuvor fehlenden Arten Ephippiger diurnus und Phaneroptera nana. 


Einleitung 


Der kürzlich erschienene Artikel "DNA barcoding of crickets, katydids and 
grasshoppers (Orthoptera) from Central Europe with focus on Austria, Germany 
and Switzerland" von HAWLITSCHEK et al. (2017) beschreibt die Ergebnisse einer 
vorwiegend an der Zoologischen Staatssammlung München (SNSB-ZSM) 
durchgeführten genetischen Studie über die Orthopteren Deutschlands, Oster- 
reichs und der Schweiz. Im hier vorliegenden Artikel wird die zuvor genannte Ar- 
beit in deutscher Sprache zusammengefasst. Außerdem werden Hintergründe 
und Anwendungsmöglichkeiten des DNA-Barcoding erklärt und die Ergebnisse 
mit Relevanz für die Orthopterenfauna Deutschlands diskutiert. 


Was ist DNA-Barcoding? 


Seit den 1990er Jahren fanden molekulargenetische Methoden auch in der sys- 
tematischen Biologie weitere Verbreitung, wo sie heute umfangreich vor allem 
zur Klärung von phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen eingesetzt wer- 
den. Vollständige Genome enthalten jedoch sehr viele Informationen: das 
menschliche Genom besteht beispielsweise aus über drei Milliarden Basen- 
paaren. Viele Insektengenome sind um eine Größenordnung kleiner, wobei Heu- 
schrecken eine bemerkenswerte Ausnahme bilden; bei ihnen besitzen manche 
Arten Genome mit der mehrfachen Größe des menschlichen Genoms (WANG et 
al. 2014). In jedem Fall ist die Auswertung kompletter Genome auch heute noch 
sehr teuer und aufwändig und somit für die meisten Anwendungen nicht prakti- 
kabel. 


Zur einfachen Artbestimmung einer unbekannten Gensequenz ist die Existenz 
einer Datenbank, die bereits eine Referenzsequenz des entsprechenden Orga- 
nismus beinhaltet, die Voraussetzung. Auf GenBank bzw. EMBL, den wichtigsten 
globalen Archiven für DNA-Daten, lagern über 162 Millionen Sequenzen (Stand 
2013: BENSON et al. 2013). Diese repräsentieren jedoch eine Vielzahl unter- 
schiedlicher Genomregionen und wurden nicht mit dem Ziel gesammelt, eine Re- 
ferenzdatenbank zur Artbestimmung aufzubauen. Daher schlugen HEBERT et al. 
(2003) als Standard zur molekularen Artbestimmung bei Tieren das Cytochrom C 
Oxidase | Gen (COl) vor. Dieser 658 Basenpaare lange Genabschnitt kann bei 
praktisch allen Tieren relativ leicht sequenziert werden. Als Gen aus der mito- 
chondrialen DNA wird es normalerweise ausschließlich über die maternale Linie 
vererbt, was bei populationsgenetischen Studien berücksichtigt werden muss, 
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auf Artebene aber in der Regel keine Rolle spielt. COI wurde bereits seit langem 
bei phylogenetischen Untersuchungen verwendet (z.B. BOULTER et al. 1972, 
BROWN et al. 1994). Da dieser Abschnitt bei jedem Tier wie der Strichcode (engl. 
"Barcode") einer Ware im Supermarkt "ausgelesen" werden könnte und somit 
eine eindeutige Artbestimmung ermöglichen würde, wurde der Begriff des DNA- 
Barcoding geprägt. 


Barcoding besitzt eine hohe Bandbreite an möglichen Anwendungen. Im Bereich 
der Biodiversitätsforschung wird die Methode inzwischen häufig zur Ersterfas- 
sung taxonomisch schlecht bearbeiteter Artengemeinschaften eingesetzt. Insbe- 
sondere bei den artenreichen Wirbellosen der Tropen stehen Taxonomen häufig 
sehr vielen unbestimmten und zumeist unbeschriebenen Arten gegenüber 
(SMITH et al. 2005, HAJIBABAEI et al. 2007, NAGY et al. 2013). Barcoding kann so 
eine Vorsortierung der Belegexemplare zur späteren taxonomischen Bearbeitung 
liefern. Fehlerhafte Artbestimmungen können bei Offenlegung der Barcodes kor- 
rigiert werden (LEHMANN et al. 2017). Daneben können kryptische Arten inner- 
halb bereits bekannter Arten aufgedeckt werden, die in der Folge zumeist durch 
morphologische und/oder ökologische Daten bestätigt werden können (HEBERT 
et al. 2004). Eine besonders wichtige Funktion des Barcoding ist auch die Be- 
stimmung ansonsten unbestimmbarer Lebensstadien, meist Eier oder Larven. Im 
Bereich der forensischen Entomologie erlaubt dies z.B. die Bearbeitung morpho- 
logisch nicht bestimmbarer Fliegenmaden ohne deren vorherige Erbrütung 
(DAWNAY et al. 2007, MORINIERE et al., unpubl.). 


Nach wie vor stellt auch das Barcoding, das ja als einfache Standardmethode 
etabliert werden soll, Anwender vor technische Schwierigkeiten. Die Sequenzie- 
rung von COI gelingt nicht bei allen Artengruppen mit gleich hoher Erfolgsquote, 
was aber durch die Fortentwicklung der Labormethoden zunehmend ausgegli- 
chen wird. Neben diesen methodischen Problemen liegen weiterhin auch solche 
biologischer Natur vor. Bei einem gewissen, variablen Prozentsatz der Arten fast 
aller Organismengruppen ist eine Bestimmung an Hand der Barcodes nicht mög- 
lich, weil diese Arten evolutionsgeschichtlich so jung sind, dass sich im COl-Gen 
noch keine klaren Unterschiede herausgebildet haben oder weil noch Genfluss 
zwischen verwandten Arten stattfindet. So lassen sich rund 5% der in Deutsch- 
land heimischen Wildbienenarten durch Barcoding nicht sicher bestimmen 
(SCHMIDT et al. 2015). Darüber hinaus ist der allein auf COI beruhende Barco- 
ding-Ansatz zwar sehr gut zur Abgrenzung von Arten und meist auch Gattungen 
geeignet, stellt die Verwandtschaftsverhältnisse auf höheren taxonomischen 
Ebenen jedoch oft nur unzureichend dar (HEBERT & GREGORY 2005). Zur zuver- 
lässigen Rekonstruktion phylogenetischer Verhältnisse sind umfangreichere, auf 
einem Satz verschiedener genetischer Marker beruhender Analysen erforderlich. 
Somit kann DNA-Barcoding die Arbeit taxonomischer Experten deutlich erleich- 
tern und dadurch effizienter machen, es kann und wird taxonomische Expertise 
aber nicht ersetzen. 
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DNA-Barcoding in Deutschland 


In Deutschland laufen derzeit noch die Projekte Barcoding Fauna Bavarica (BFB, 
http://www.faunabavarica.de/, seit 2009) und German Barcode of Life (GBOL, 
https://www.bolgermany.de/, seit 2012). Die Projekte zielen darauf ab, die baye- 
rische bzw. deutsche Fauna komplett in der Barcoding-Datenbank zu erfassen. 
Beim derzeitigen Projektstand (2017) liegen Barcodes von ca. 20.000 Arten vor. 


Auf Grund der besonderen Diversität bei Insekten hat sich Barcoding als Metho- 
de vornehmlich in der Entomologie entwickelt. Dort besteht auch besonderer Be- 
darf an alternativen Bestimmungsmethoden, da die Arten vieler Gruppen traditio- 
nell nur von ausgewiesenen Experten bestimmt werden können. Hinzu kommt 
auch, dass entomologische Trockensammlungen eine besonders gute Quelle 
zum Aufbau einer Barcode-Datenbank darstellen, denn Trockenmaterial ist zu- 
meist auch nach Jahrzehnten noch gut für molekulargenetische Untersuchungen 
verwendbar. Anfänglich konzentrierten sich Barcoding-Projekte auf Schmetterlin- 
ge, von denen heute in vielen Ländern bereits ein Großteil der Fauna erfasst ist 
(HEBERT et al. 2004, HAUSMANN et al. 2013). In der Folge wurden viele andere 
Insektengruppen erfasst. 


Zu Heuschrecken liegen insgesamt noch vergleichsweise wenige Barcoding- 
Daten vor. Ein Grund dafür ist, dass besonders Kurzfühlerschrecken im Ver- 
gleich zu anderen Arthropoden extrem große Genome besitzen und viele Gene 
neben ihrem funktionellen "Original" (Ortholog) noch in zahlreichen nicht funktio- 
nellen Kopien (Paralogs oder Pseudogene) vorliegen. Dies betrifft auch mito- 
chondriale Gene wie COl, die dann als Kopien im Zellkern vorhanden sind. Man 
bezeichnet solche Kopien als NUMT (Nuclear Mitochondrial Pseudogenes; SONG 
et al. 2008, MOULTON et al. 2010). Diese NUMTs können, da sie nicht denselben 
Selektionsdrücken unterliegen wie ihr Ortholog, von dessen Originalsequenz ab- 
weichen. Werden sie statt des Orthologs sequenziert, kann ein falsches phylo- 
genetisches Signal bzw. ein falscher Barcode die Folge sein, auch wenn tatsäch- 
lich irreführende Ergebnisse selten auftreten (BERTHIER et al. 2011). Diesem 
Problem kann bei Standardprotokollen nur durch sorgfältige Qualitäts- und Plau- 
sibilitätsprüfung der Daten und Ergebnisse begegnet werden. 


Neben den oben beschriebenen Hauptanwendungsmethoden des Barcoding 
etabliert sich derzeit insbesondere die Auswertung von Massenproben als For- 
schungsansatz. Dabei handelt es sich z.B. um Proben aus Malaisefallen, die 
große Mengen verschiedener Insekten und anderer Kleintiere in Ethanol enthal- 
ten. Normalerweise müssen diese Proben langwierig nach Gruppen sortiert und 
dann jedes einzelne Individuum von Experten bestimmt werden. Mit einer Barco- 
ding-Datenbank und einem Next-Generation Sequencing Ansatz genügt bereits 
die gelöste DNA, um eine Liste der in der Probe enthaltenen Arten zu erstellen. 
An der ZSM durchgeführte Pilotstudien wurden bereits veröffentlicht oder befin- 
den sich in Arbeit (MORINIERE et al. 2016). Ist das System etabliert, erlaubt es 
den weit umfangreicheren Einsatz von Malaisefallen und anderen Erkennungs- 
systemen und kann so ganz neue, umfangreiche Daten über die Verbreitung 
auch bisher wenig bekannter Insektengruppen liefern bzw. auch als "Frühwarn- 
system" für einwandernde Arten dienen. 
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Barcoding-Datenbanken und die Erzeugung von Daten 


Eine wesentliche Vorausset- 
zung zur Funktion des Bar- 
coding-Ansatzes ist eine um- 
fassende und gut gepflegte 
Referenzdatenbank. Die Art- 
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Ein Belegexemplar sollte in einer öffentlichen Sammlung hinterlegt und der Da- 
tenbankeintrag mit einem Foto dieses Exemplars verknüpft sein. So überprüfbare 
Daten werden Öffentlich zugänglich gemacht und können so von jedem Nutzer 
online abgefragt werden. Zudem werden Daten von BOLD automatisch auch auf 
GenBank bereitgestellt. 


Barcodes werden durch Auslesen der COl-Sequenz aus einer Gewebeprobe er- 
zeugt. Im Falle von Insekten wird dabei meist ein Bein entnommen, das genü- 
gend Gewebe zur Sequenzierung enthält. Dabei kann frisches, aber auch ge- 
trocknetes oder in Alkohol gelagertes Material verwendet werden, wobei wichtig 
ist, dass zur Erhaltung der DNA möglichst hoch konzentrierter reiner Alkohol 
(normalerweise 96%) verwendet wird. 


Zur Erkennung von Arten dient das sogenannte BIN-System (Barcode Index 
Number; RATNASINGHAM & HEBERT 2013). Dazu wird ein Clustering-Algorithmus 
auf BOLD verwendet. Sequenzen innerhalb einer BIN sind zueinander deutlich 
ähnlicher als zu Sequenzen anderer BINs und bilden dementsprechend "Clus- 
ter". Dies entspricht der Auffassung, dass auch Gensequenzen von Individuen 
innerhalb einer biologischen Art durch den anhaltenden Genfluss deutlich ähnli- 
cher zueinander sind als zu den Sequenzen anderer Arten. Tatsächlich besteht 
in vielen Fällen gute, allerdings nicht immer vollständige Übereinstimmung zwi- 
schen BINs und klassisch-taxonomisch definierten Arten. Das BIN-System eignet 
sich besonders zur Ersterfassung taxonomisch unbearbeiteter Proben, kann aber 
auch die Notwendigkeit der Revision taxonomisch bekannter Organismen auf- 
zeigen. 


Ergebnisse 


Der Datensatz von HAWLITSCHEK et al. (2017) beinhaltete insgesamt 748 Bar- 
codes von Heuschrecken. Ziel war es, möglichst viele Arten aus dem Unter- 
suchungsraum Deutschland, Osterreich und Schweiz zu erfassen. Dabei wurden 
114 der 138 (82,6%) aus Österreich bekannten Taxa, 85 der 87 (97,7%) Taxa 
aus Deutschland und 98 der 114 (86,0%) Taxa aus der Schweiz in den Daten- 
satz eingespeist. Insgesamt wurden 122 der 162 (78,4%) Arten im Gebiet 
erfasst. Von manchen Arten wurde auch Proben aus anderen europäischen 
Ländern verwendet, um einen geografischen Kontext herzustellen. 


Diese Daten sind nun in der BOLD Datenbank im Projekt DS-ORTGER (doi: 
dx.doi.org/10.5883/DS-ORTGER) verfügbar. Nach Abschluss des Projektes von 
HAWLITSCHEK et al. (2017) wurden noch die aus Deutschland fehlenden Arten 
Phaneroptera nana und Ephippiger diurnus mit jeweils zwei bzw. drei Barcodes 
bereitsgestellt. Damit sind nun 100% der Arten aus Deutschland, 84,1% aus 
Osterreich und 87,7% aus der Schweiz erfasst. 


Der mit der Neighbor-Joining-Methode erstellte Barcoding-Baum ist in Abb. 2 
dargestellt. Wie zuvor erwähnt, zeigt sich dort, dass höhere taxonomische Grup- 
pierungen durch die Barcodes nicht zuverlässig dargestellt werden. So werden 
Gryllidae und mehrere Unterfamilien von Tettigoniidae (Tettigoniinae, Phanerop- 
terinae, Conocephalinae) und Acrididae (Oedipodinae) nicht als monophyletisch 
erkannt. Dies liegt daran, dass das COl-Gen im Vergleich zwischen phylogene- 
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tisch weit voneinander entfernten Arten mit Mutationen saturiert und damit nicht 
mehr informativ ist, so dass die Zuordnungen auf diesen Ebenen tendenziell zu- 
fällig geschehen. Auf Artniveau wurde meist BIN-Konkordanz festgestellt, d.h. 
alle Barcodes einer Art formen eine BIN und diese BIN enthält ausschließlich die 
Barcodes einer Art. Bei zahlreichen Arten trat jedoch BIN-Diskordanz auf. 
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Abb. 2: DNA-Barcoding-Baum der mitteleuropäischen Heuschrecken, erstellt in BOLD 
und dargestellt mit FigTree 1.4.2 (aktualisiert nach HAWLITSCHEK et al. 2017). 
Alle Arten werden als separate Cluster abgebildet; so sind die Barcodes ver- 
schiedener Arten unterscheidbar. Auf höherer taxonomischer Ebene weicht 
die Darstellung von den realen Verwandtschaftsverhältnissen ab. DNA-Barco- 
ding allein ist also nicht zur Rekonstruktion tieferer Phylogenien geeignet. 


Bei 13 Arten wurden zwei BINS gefunden (Bryodemella tuberculata, Calliptamus 
barbarus, Calliptamus italicus, Chorthippus pullus, Euchorthippus declivus, Mira- 
mella alpina, Oedaleus decorus, Leptophyes albovittata, Pholidoptera littoralis, 
Poecilimon schmidtii, Barbitistes serricauda, Platycleis albopunctata, Polysarcus 
denticauda), bei zwei Arten sogar drei BINs (Oecanthus pellucens, Isophya 
modestior). In manchen Fällen erlaubt diese BIN-Diskordanz eine geografische 
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Zuordnung. So konnten z.B. bei Oecanthus pellucens die drei BINs den Regio- 
nen Venetien, Toskana (beide Italien) und Regensburg zugeordnet werden. Da- 
bei ist bemerkenswert, dass die BIN von Venetien auch Barcodes von Tieren 
enthält, die in München gesammelt wurden. O. pellucens besiedelt in München 
v.a. Gleisgelände und teilt diesen Lebensraum mit Mauereidechsen (Podarcis 
muralis Komplex). Die Münchner Populationen dieser Reptilien werden der Ve- 
netien-Linie zugeordnet (HAWLITSCHEK et al. 2016a, 2016b), haben also wahr- 
scheinlich die gleiche Herkunft wie Oecanthus pellucens und sind womöglich auf 
dem gleichen Weg aus ihrer südeuropäischen Heimat nach Deutschland gelangt. 
Im Fall von Pholidoptera littoralis konnte nur eine Unterscheidung zwischen der 
Nominatform und der Unterart Ph. littoralis insubrica aus der Schweiz getroffen 
werden. Dabei fallen die Münchner Individuen zur Nominatform. 


In vielen Fällen ist es schwer, zu beurteilen, ob BIN-Diskordanz tatsächliche Di- 
versität widerspiegelt oder nur das Resultat von NUMTs ist. In der Gattung Cal- 
liptamus beispielsweise wurden je zwei BINs bei C. barbarus und C. italicus 
gefunden. Bei C. barbarus repräsentieren die beiden BINs zwei klar getrennte 
genetische Cluster aus je zwei Barcodes, die aber im Schwestergruppenverhält- 
nis zueinander stehen. Ein Cluster gehört zu einer Population aus der Schweiz, 
das andere zu einer aus Ungarn. Bei C. italicus hingegen wird eine BIN aus ei- 
nem einzelnen, weit abseits stehenden Barcode gebildet. Es ist daher möglich, 
dass dieser Barcode ein NUMT darstellt, das trotz aller beschriebenen Vor- 
sichtsmaßnahmen nicht aussortiert werden konnte. 


In der Praxis stellt BIN-Sharing ein weit größeres Problem dar, da dabei eine BIN 
mehr als eine Art enthält. Diese Arten sind daher im Barcoding nicht oder nicht 
ohne weiteres zu unterscheiden. In manchen Fällen bilden die Barcodes der be- 
troffenen Arten noch innerhalb einer BIN Cluster, so dass trotz BIN-Sharing eine 
Unterscheidung möglich ist. Oft jedoch sind Barcodes verschiedener Arten in- 
nerhalb einer BIN anscheinend zufällig verteilt, oder Arten teilen sogar identische 
Barcodes. In unserer Studie waren 26 Arten aus zehn Gattungen von BIN- 
Sharing betroffen (Abb. 3). Mit Ausnahme der Gattung Tetrix gehören alle zur 
Familie Acrididae. Die Arten sind: (i) Tetrix bipunctata + T. kraussi (2); (ii) Chort- 
hippus apricarius + Ch. biguttulus + Ch. brunneus + Ch. mollis + Gomphocerip- 
pus rufus (5); (iii) Gomphocerus sibiricus + Stauroderus scalaris (2); (iv) Ch. 
dichrous + Ch. dorsatus (2); (v) Ch. montanus + Ch. parallelus (2); (vi) Steno- 
bothrus eurasius + S. lineatus + S. nigromaculatus + S. rubicundulus (4); (vii) 
Omocestus haemorrhoidalis + O. rufipes + O. viridulus (3); (viii) Myrmeleotettix 
maculatus + S. crassipes (2); (ix) Euchorthippus declivus + E. pulvinatus (2); (x) 
Arcyptera fusca + A. microptera (2). In den Fällen i, ti, iv, v, vi und vii lag nicht nur 
BIN-Sharing, sondern auch Barcode-Sharing vor, was die Unterscheidung der 
betroffenen Arten verhindert. In den Fällen iii, viii, ix und x hingegen bildeten die 
betroffenen Arten Cluster innerhalb der BINs, was die Unterscheidung durch die 
Barcodes erlaubt. 


Sowohl bei der Bestimmung der Belegexemplare als auch bei der Auswertung 
der Sequenzdaten wurden Protokolle angewendet, um Fehlbestimmungen zu 
vermeiden und NUMTs so weit wie möglich auszuschließen (MOULTON et al. 
2010). 
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Abb. 3: Insbesondere Kurzfühlerschrecken zeigen auffällig hohe Diskordanz zwischen 
den erfassten Barcode-Clusters (BINs), die eigentlich Arten entsprechen soll- 
ten, und der bestehenden Taxonomie. So teilen sich Chorthippus biguttulus, 
Ch. brunneus, Ch. mollis, Ch. apricarius und Gomphocerippus rufus (A) eine 
BIN. Dieses Phänomen tritt unter anderem auch zwischen Ch. parallelus und 
Ch. montanus (B), Stenobothrus crassipes und Myrmeleotettix maculatus (C) 


sowie Tetrix bipunctata und T. kraussi auf. 


Wir gehen daher davon aus, dass das festgestellte hohe Maß an BIN-Diskordanz 
(insbesondere BIN-Sharing) eine biologische und keine technische Ursache hat. 
Eine mögliche Ursache dafür ist, dass es sich bei den betroffenen Arten um evo- 
lutionar sehr junge Arten handelt, so dass sich noch keine klaren genetischen 
Unterschiede in den untersuchten, neutral evolvierenden Genregionen heraus- 
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gebildet haben (CARSTENS & KNOWLES 2007). Darüber hinaus kann auch Hybri- 
disierung eine Rolle spielen, die z.B. bei Ch. biguttulus / Ch. brunneus und bei 
Ch. parallelus / Ch. montanus bereits bekannt ist (GOTTSBERGER & MAYER 2007, 
HOCHKIRCH & LEMKE 2011). Schließlich kann auch die Infektion durch Wolbachia- 
Bakterien eine Rolle spielen, die bei vielen Insekten Auswirkungen auf Genfluss 
und Reproduktion hat (BELLA et al. 2010). Weiterführende Studien dieser Pha- 
nomene mittels genomischer Daten sind geplant. 


Insgesamt konnten 76,2% aller untersuchten Heuschreckenarten durch DNA- 
Barcoding eindeutig bestimmt werden. Dieser Wert liegt deutlich unter dem an- 
derer Insektengruppen, wie Lepidoptera (98%: HAUSMANN et al. 2013), Coleop- 
tera (92%: HENDRICH et al. 2015), Heteroptera (91,5%: RAUPACH et al. 2014), 
Neuroptera (90%: MORINIERE et al. 2014) und apoider Hymenoptera (SCHMIDT et 
al. 2015). Bei diesen Gruppen bietet das Barcoding eine wertvolle Hilfe, um ge- 
rade schwer bestimmbare Arten sicher zu unterscheiden. Im Gegensatz dazu 
leistet das Barcoding innerhalb der Heuschrecken gerade bei Gruppen morpho- 
logisch ahnlicher Arten wie um Ch. biguttulus, bei Ch. parallelus + Ch. montanus, 
sowie in den Gattungen Stenobothrus und Omocestus keine Unterstützung. 
Deutlich wird, dass all diese Fälle von Barcode Sharing bei Caelifera auftreten, 
während bei Ensifera alle untersuchten Arten durch Barcoding eindeutig be- 
stimmt werden konnten. Somit liegt die Bestimmungsrate bei Caelifera nur bei 
59,1%, bei Ensifera hingegen bei 100%. 


Zusammenfassend stellen Orthopteren ein lehrreiches Beispiel sowohl für die 
relativ simple Anwendbarkeit des Barcoding als auch für die damit verbundenen 
Probleme dar. Während bei Langfühlerschrecken eine exzellente Identifikations- 
rate von 100% erreicht wird, stößt die Methode bei Kurzfühlerschrecken viel 
schneller als bei den meisten anderen Insektengruppen an ihre Grenzen. Dieses 
scheinbare Scheitern zeigt aber wiederum neue Ansätze sowohl zur Ergänzung 
und Weiterentwicklung der Barcoding-Methodik als auch zur evolutionsbiologi- 
schen Erforschung der Ursachen auf. Heuschrecken haben sich also auch in 
diesem Fall als vielseitige und interessante Studienorganismen erwiesen. 
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